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RESUMO

A Quimica Medicinal exerce um papel fundamental no avango da farmacologia, através dessa
area ¢ possivel realizar tanto o melhoramento de farmacos como a descoberta de novas
estruturas moleculares com propriedades terapéuticas. Dentre as necessidades observadas no
mercado farmacéutico, destaca-se a classe dos anti-inflamatorios a qual apresenta efeitos
adversos indesejados. Diante desse cendrio, a tiossemicarbazona e seus derivados tiazois sdo
considerados possiveis alternativas a farmacos por apresentarem grande versatilidade
bioldgica. Frente a esse contexto, o presente estudo teve como objetivo a sintese,
caracterizacdo e analise das propriedades fisico-quimicas e caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas in silico de uma tiossemicarbazona (TSC-06) e seus derivados tiazois
(TZ-09 e TZ-10). Para sintese desses compostos foram utilizadas metodologias de agitacdo e
refluxo para TSC-06 e banho ultrassonico para TZ-09 e TZ-10, a espectroscopia de absor¢ao
na regido do infravermelho (IV) foi aplicada para analise vibracional. Os estudos de docking
molecular foram processados no software GOLD versao 2024.1.0, a obtencdo dos metabolitos
testados (TSC-06-M1; TZ-09-M2 e TZ-10-M3) foi realizada através da plataforma online
XenoSite, a preparagdo dos arcaboucos moleculares no software  MarvinSketch e a
minimizacdo de energia no ArgusLab. O banco de dados Protein Data Bank foi utilizado para
aquisi¢do das proteinas-alvo: COX-1 (PDB ID: 4017) e COX-2 (PDB ID: 4MIll) e as
interagdes dos complexos ligante-macromolécula foram representadas no Discovery Studio
2024 Client. Para as caracteristicas farmacocinéticas as plataformas online SwissADME e
pkCSM. Os rendimentos de encontrados 76,8% (TSC-06), 62.7% e 53,3% (TZ 09 e TZ-10)
foram de acordo com os presentes na literatura, os espectros obtidos por IV mostram
estiramentos caracteristicos da tiossemicarbazona como o grupamento N-H na faixa (3310
cm’) e posteriormente o desaparecimento do mesma em decorréncia da reacdo do tiazol. O
TSC-06 ¢ TZ-10 apresentaram boa biodisponibilidade oral e os tiazois mostraram-se mais
seletivos para COX 2 que a TSC-06. Diante dos resultados os compostos podem ser
considerados promissores para o desenvolvimento de farmacos, sendo necessario estudos
complementares para elucidar melhor suas atividades.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo ¢ uma resposta a estimulos nocivos (infecgdes ou tecidos e células
danificadas) e desempenha trés fatores primordiais, sendo eles: o recrutamento de células do
sistema imunoldgico para o local afetado com o objetivo de destruir os patégenos, promogao
da coagulacdo sanguinea local para formar uma barreira fisica e evitar a disseminagao da
infec¢do e a restauragdo dos tecidos (Murphy, 2014).

Apobs a exposicdo aos agentes nocivos as citocinas liberadas sinalizam a presenca de
microrganismos, causando a ativacdo da enzima Fosfolipase A2 responsavel por degradar a
membrana celular e liberar fosfolipidios que serdo convertidos em acido araquidénico. Esse
acido pode ser metabolizado por duas vias distintas: via das lipoxigenases e a via das
cicloxigenases. Na via das lipoxigenases ele ¢ transformado em hidroperoxidos originando os
leucotrienos. Ja na via das cicloxigenases, essas enzimas convertem o acido araquidonico em
prostaglandinas que sdo moléculas lipidicas reguladoras de alguns processos relacionados a
funcdo renal, a agregagdo plaquetaria, a liberagdo de neurotransmissores ¢ a modulagdo da
fun¢do imune (Chamusca et al., 2012; Marques et al., 2022).

Essas respostas imunoldgicas acabam gerando manifestacdes clinicas que sdo
caracteristicas da inflamagao, sendo as principais conhecidas como os cinco sinais cardinais: o
calor e o eritema (vermelhiddo) em virtude da vasodilatacdo que gera o sinal da hiperemia
(aumento do fluxo sanguineo), o edema (inchago) causado pelo aumento da permeabilidade
vascular que permite que as células endoteliais que revestem as paredes dos vasos sanguineos
se separem, resultando na saida de liquido e proteinas que acumulam no tecido, também se
tem a dor que ¢ induzida pela compressdo das terminagdes nervosas pelo edema e pelas
proteinas secretadas (citocinas, quimiocinas) € por fim a perda de fun¢do ocasionada pelo
edema e pela dor (Etienne et al., 2021; Marques et al., 2022).

Diante desse cenario, a estratégia farmacologica mais utilizada para controlar os sinais
supramencionados sdo os anti-inflamatérios que sdo divididos em duas grandes classes, os
glicocorticdides que induzem a liberacdo de lipocortinas que interferem na a¢do da enzima
Fosfolipase A2 limitando assim a liberagdo de acido araquidonico e a classe dos
anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs), que sdo os mais prescritos. Essa classe atua
inibindo as enzimas cicloxigenases as quais possuem duas principais isoformas (COX-1 e
COX-2). A COX-1 possui papel fisiologico importante na manutencdo da homeostase,

protecao da mucosa géastrica, controle do fluxo sanguineo renal e agregagdo plaquetéria



(Dudzinski; Serhan, 2014; Oliveira et al., 2019).

Devido a seu uso comum e abrangente essa classe de medicamentos desenvolveu um
bom perfil de seguranca, entretanto, sdo observados efeitos indesejaveis provenientes do seu
uso prolongado, os AINEs ndo seletivos interagem com as duas isoformas das enzimas, apesar
de possuir niveis de afinidade diferentes, o uso desses farmacos pode resultar em reagdes
adversas graves, como por exemplo, gastropatia induzida por AINE, ulceras, lesoes,
hemorragias e erosdo da mucosa gastrica. Esses efeitos sdo consequéncias da inibi¢do da
COX-1 e das suas fungdes citoprotetoras. Ja os seletivos para COX-2 estdo diretamente
relacionados a reacdes adversas cardiovasculares (Dudzinski; Serhan, 2014; Oniga et al.,
2017; Marques et al., 2022).

Frente a esse contexto destaca-se o papel fundamental da Quimica Medicinal que ¢
responsavel por planejar compostos biologicamente ativos e aprimorar o perfil
farmacodindmico e farmacocinético dos farmacos através de metodologias de modificagdo
molecular como bioisosterismo, simplificagdo e hibridizagdo molecular (Melquides et al.,
2024; Miranda, 2018).

As moléculas de tiossemicarbazonas apresentam versatilidade quimica devido a
propriedade quelante apresentada por sua estrutura molecular e vem ganhando espago na
literatura por suas diversas atividades biologicas antifungicas, antibacteriano, antiparasitaria,
antitumorais (Neto et al, 2020; Nascimento et al., 2023: Mendes et al., 2019; Niso et al.,
2021). Assim como as moléculas mencionadas, os tiazois também sdao amplamente
reconhecidos por apresentarem vdrias atividades bioldgicas e um bom grupo farmacoforo,
tendo sua estrutura presente em mais de 18 medicamentos aprovados pela FDA (Petrou;
Fesatidou; Geronikaki, 2021).

Visto isso, o presente estudo objetiva sintetizar e avaliar in silico derivados
tiossemicarbazonas e tiazois através de plataformas computacionais que fornecem dados de
absor¢ao, distribuigdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade (ADMET). Alinhado a essa
finalidade, um dos mecanismos que também foi empregado nas analises in silico para estudo
dessas moléculas possiveis precursoras de farmacos € o docking molecular que ¢ uma técnica
que consiste na formag¢do de um complexo entre ligante e macromolécula onde se pode
analisar a afinidade de ligacdo ou a forca de associacdo entre o alvo farmacoldgico e o

farmaco (Santos, 2021).



2. METODOLOGIA

2.1 Sintese dos compostos do estudo

2.1.1 Sintese da 4-bromo-benzilideno-tiossemicarbazona (TSC-06)

A sintese da tiossemicarbazona identificada como TSC-06 foi realizada em um balao
de fundo redondo, na propor¢do estequiométrica 1:1 (0,5 g de N-fenil-tiossemicarbazida e
0,55 g de 4-bromo-benzaldeido), onde foi utilizado 15 mL de alcool etilico como solvente e
10 gotas de acido acético com fungdo catalisadora. A reacdo foi mantida em banho de 6leo
sob refluxo e agitagdo magnética. Apds 1 hora, houve a formagdo de um precipitado e foi
realizado a CCD para confirmagdo do consumo total dos reagentes. Em seguida, o produto foi

filtrado, recristalizado em meio etanolico e seco em estufa a 50° C.

2.1.2 Sintese dos 4-aril-tiazois (TZ-09 e TZ-10)

A partir da TSC-06 foram entdo obtidos dois novos tiazdis os quais receberam a
identificacao de TZ-09 e TZ-10. A sintese dos tiazdis ocorreu em banho ultrassonico em
proporcao estequiométrica 1:1 e demandou 0,1 g da tiossemicarbazona (TSC-06) e duas
acetofenonas, sendo 0,0831 g de 2,4-dibromoacetofenona para o TZ-09 e 0,689 g de
2-bromo-4-cloro-acetofenona para o TZ-10. Foram adicionados 15 mL de alcool etilico, como
solvente e a reacdo ocorreu durante 40 minutos, tempo necessario até que houvesse a formagao
de um precipitado amarelo. Apds isso, o produto foi filtrado, recristalizado em meio etanolico

e seco em estufa a 50° C.

Figura 1 - Esquema de sintese das moléculas
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2.2 Determinacido do Ponto de Fusao

A determinacdo do ponto de fusdo foi realizada em duplicata e utilizou-se um
fusiometro Fisatom modelo 433 e capilares de vidro. Também foi estabelecido como
parametro de aceitagdo uma variacdo de até¢ 2° C de diferenca entre o ponto inicial e final da

fusdo para certificacao qualitativa do grau de pureza dos compostos obtidos.

2.3 Analise vibracional

A analise vibracional foi realizada por espectroscopia de absor¢do na regido
infravermelho, através dela obtiveram-se os espectros das moléculas. Para o preparo das
amostras foi adicionado 5 mg dos compostos (TSC-06; TZ-09 e TZ-10) em placas de petri, os
quais foram postos para secagem em estufa a 50° C por 30 minutos para retirada completa de
qualquer resquicios do solvente alcodlico. O instrumento analitico utilizado tratou-se do
espectrometro FT-IR VERTEX 70v, aplicando o acessorio da Reflectancia Total Atenuada
(ATR) com auxilio do software OPUS. Os dados obtidos foram modificados para
transmitancia e plotados em graficos através do software Origin 2018, com faixa espectral

entre 4000 a 400 cm-1.

2.4 Predicao farmacocinética e farmacodinamica in silico

2.3.1 Avaliacao da biodisponibilidade oral e do perfil farmacocinético in silico

A avaliacdo da biodisponibilidade oral foi testada in silico através das regras de
Lipinski que analisa os critérios de peso molecular, grupos doadores e aceptores de ligagao de
hidrogénio, MLogP e de Veber com area de superficie polar ¢ o nimero de ligagdes com
flexibilidade (Barreiro; Fraga, 2015). A via oral foi considerada por ser a de maior adesdo do
paciente sendo de facil administragdo, indolor e de baixo custo.

Foi utilizado o SwissADME (http://www.swissadme.ch/) para obten¢dao dos parametros
supramencionados e do codigo SMILE necessdrio para avaliagdo das  caracteristicas
farmacocinéticas no pKCSM (https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/) onde se obtém os dados de
absor¢do, distribuicdo, metabolizag¢do, excrecao ¢ toxicidade (ADMET). Para obtencao dos
principais metabolitos foi utilizado uma plataforma online chamada Xenosite
(https://xenosite.org/) que fornece uma projecdo dos pontos de metabolizacdo da molécula
tornando possivel avaliar a estrutura do metabdlito de primeira fase do possivel farmaco

estudado, esses compostos foram identificados como TSC-06-M1; TZ-09-M2; TZ-10-M3.



2.3.2 Docking Molecular

A plataforma online Protein Data Bank foi a ferramenta utilizada para obten¢ao os
alvos cocristalizados de interesse COX-1 (PDB ID: 401Z) e COX-2 (PDB ID:4M11) em
complexo com o medicamento de referéncia escolhido que foi o Meloxicam em decorréncia
da similaridade estrutural do fArmaco com as moléculas sintetizadas.

O desenho do arcabougo molecular dos compostos (TSC-06; TZ-09; TZ-10) e seus
metabolitos (TSC-06-M1; TZ-09-M2; TZ-10-M3) foi estabelecido no sofiware Marvinsketch
onde também foi possivel testar o estado de protonagdo da molécula no pH 7.4. Para definir a
conformag¢do mais estavel dos mesmos foi empregada a plataforma ArgusLab onde foi
aplicado o campo de for¢a hamiltoniano PM3 que permite uma triagem avaliando no maximo
de 1000 conformagdes de cada composto, a fim de definir a de menor energia (Batista et al.,
2021).

No software GOLD 2024.1.0 (Genetic Optimization for Ligand Docking) houve a
preparacao dos alvos através da remog¢do de possiveis interferéncias presentes na estrutura
cristalizada. Além disso, a adi¢do de 4atomos de hidrogénio ja que em estruturas
cristalograficas os mesmos nao sdo visiveis (Mohanty, M.; Mohanty, P., 2023). Na mesma
ferramenta computacional o redocking foi realizado. Esse processo tem como objetivo validar
o método, pois ele avalia a capacidade do algoritmo de conduzir o ligante proposto a
conformacao determinada pelo ligante co-cristalizado (Batista et al., 2021).

O processo de Redocagem foi proposto em quatro tipos de fungdes de scores
diferentes, sendo elas: ChemPLP, ChemASP, ChemSCORE e GoldSCORE, com o objetivo de
determinar o menor valor de Desvio Médio Quadratico (RMSD) sendo aceito apenas valores
< 2 A (Mohanty, M.; Mohanty, P., 2023). O Docking Molecular foi proposto na fung¢io
ChemPLP que apresentou melhor resultado de RMSD.

3. RESULTADOS

3.1 Sintese

A tiossemicarbazona se apresentou como um solido branco com rendimento de 76,8%
valor dentro das faixas de resultados presentes na literatura 68%-83% (Jasass, Alshehrei;
Farghaly, 2018), 57%-85% (Muglu, 2024), 62%-77% (Prasad et al., 2024). Além disso, o
ponto de fusdo de 189,5° C e fator de retengdo 0,52 em sistema de elui¢do hexano-acetato de

etila 8:2 foram outras caracteristicas obtidas para o composto (Tabela 1).



Tabela 1- Aspectos fisico-quimicos dos compostos.

Parametros TSC-6 TZ-09 TZ-10
Aspectos fisicos Branco Amarelado Amarelado
Rendimento (%) 76,8 62,7 53,3
Ponto de fusdo (°C) 189,5 238,5 240
Fator de retencio 0,52 0,46 0,47

Fonte: Dos autores, 2024.

Os tiazois (TZ-09 e TZ-10) obtidos apresentaram-se como solidos amarelados com
respectivos rendimentos de 62,7% e 53,3% semelhante a faixa de valores encontrados na
literatura 51%-92% (Hottes, 2016), 56%-78% (Espindola, 2017), 56%-97% (Marufa et al.,
2024), fator de retencdao de 0,46 e 0,47 no sistema de eluicdo hexano-acetato de etila - 9:1 e

pontos de fusdo de 238,5° C e 240° C (Tabela 1).

3.2 Analise vibracional

Comparando os espectros dos tiazois frente a tiossemicarbazona, observa-se
diferengas que indicam a formag¢do dos compostos junto aos resultados obtidos apods
Cromatografia em Camada Delgada (CCD). Inicialmente, destaca-se o desaparecimento do
estiramento N-H no comprimento de onda de 3310 cm™, justificando-se pelo mecanismo de
reacdo dos tiazois, em que se observa um ataque intramolecular do grupo amino a carbonila
com posterior formacdo do anel tiazol. Ademais, outro ponto de relevancia trata-se do
deslocamento referente a banda do grupamento imina (C=N) nos tiazéis em 1600 cm™,
justificando-se pela formagdo de mais uma imina em suas estruturas apds a substituicdo
nucleofilica. Além disso, pode-se destacar também a presenca de bandas referentes aos
grupamentos brometo de arila e cloreto de arila na faixa de 1070 a 1020 cm™', obtidos apds a
conjugacao com acetofenona ou remanescentes da tiossemicarbazona (Pavia ef al., 2010). Os
estiramentos obtidos sdo congruentes com o que se observa em literatura (Nascimento, 2020;
Junior, 2020) Por fim, torna-se interessante destacar que a espectroscopia de absor¢do no
infravermelho (IV) ¢ limitada, necessitando de técnicas espectroscopicas mais robustas, como
a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para confirmar os arcabougos moleculares dos

compostos (Nascimento, 2020)



Figura 2 - Analise espectroscopica no infravermelho da tiossemicarbazona e derivados tiazois.
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Fonte: Dos autores, 2024.

3.2 Avaliacao da biodisponibilidade oral in silico da tiossemicarbazona e dos tiazois

Como mostrado na Tabela 2, o composto TSC-06 e TZ-10 demonstram boas
caracteristicas de biodisponibilidade oral, destacando que a regra de Lipinski permite uma
violacdo dos parametros estabelecidos. Entretanto, o TZ-09 violou dois desses parametros e,
dessa forma, o mesmo ndo atende as exigéncias da regra, apesar disso o composto nao deixa de
ser considerado um possivel protétipo a farmaco, visto que, estratégias de tecnologia
farmacéutica podem ser aplicadas para melhorar sua solubilidade e também pode-se considerar
a veiculacdo por outra via de administracdo. Com relacdo a elevada massa molecular do
TZ-09, este fato estd relacionado a presenca de dois atomos de bromo (Br), o qual possui
massa atomica elevada (79,90 u). O tamanho molecular estd relacionado a absorcdo do
farmaco e, portanto, quanto maior seu peso molecular menor sua solubilidade aquosa e
permeabilidade (Balakrishnan et al., 2022).

Os tiaz6is apresentam caracteristicas mais apolares devido a presenca de residuos
aromaticos que funcionam como sitios hidrofobicos, por isso o valor do LogP deles se
mostram mais elevados em comparagdo com a tiossemicarbazona que apresenta 4tomos com
propriedades mais polares, como por exemplo o enxofre na forma tautomérica tiol (R-SH). No

TZ-09 a presenca de dois substituintes bromo (4-bromo-fenil em C-4 do tiazol) justifica o



valor de LogP acima do de referéncia e também acima do LogP do TZ-10, isso se da por esse
atomo possuir um maior raio atdmico, o que dificulta a polarizagdo da molécula. No caso do
TZ-10, o composto ¢ substituido por um atomo de cloro (4-cloro-fenil em C-4 do tiazol) que
possui uma menor massa atémica (35,45 u) e menor raio atbmico em compara¢ao ao atomo de
bromo, o que configura um menor incremento na lipofilicidade da molécula em questao. Com
relacdo as regras de Veber, todos os compostos avaliados ficaram dentro dos limites
determinados.

Tabela 2 - Avaliagdo in silico das moléculas de acordo com as regras de Lipinski e Veber.

Valores de Referéncia TSC-06 TZ-09 TZ-10
MLogP <4,15 3,51 5,54 5,43
Massa Molecular < 500 334,23 513,25 468,80
Aceptores de ligacdo de Hidrogénio < 10 1 2 2
Doadores de liga¢do de Hidrogénio < 5 2 0 0
Ligagoes Rotativas < 10 5 4 4
TPSA < 140 (A?) 68,51 57,89 57,89
Numero de violagdes das regras Lipinski e 0 2 1
Veber

Fonte:Dos autores, 2024.

3.4 Avaliacio do perfil ADMET in silico da tiossemicarbazona e dos tiazois

Os resultados das caracteristicas farmacocinéticas dos derivados podem ser observados a
seguir. Para a absorcdo intestinal humana ser considerada boa deve ser acima de 30%. Dessa
forma, todos os compostos demonstraram o6timos resultados, sendo o TZ-10 o de melhor
porcentagem. Outro parametro relacionado a absorcdo ¢ a permeabilidade Caco-2 que ¢
responsavel por avaliar a capacidade de permeabilidade das barreiras biologicas, sendo os
compostos de alta permeabilidade aqueles que apresentam valores acima de 0,90 cm.s ', todas as

moléculas também obtiveram resultados acima do valor de referéncia (Pires; Blundell; Ascher,

2015; Janior, 2020) (Quadro 1).

O volume de distribui¢do (VDSs) que ¢ a por¢ao do farmaco entre o plasma sanguineo
e os tecidos, quando o VDss (log VDss) > 0,45, indica boa distribuicdo do plasma para os
tecidos, enquanto valores de VDss < -0,15 sugerem distribui¢do do fairmaco no plasma,

também foi considerado a fracdo nao ligada do farmaco que ¢ a quantidade do fArmaco que se



encontra livre no plasma e esta disponivel para extravasar do plasma para os tecido (Junior,
2020). No presente estudo os tiazois apresentaram VDSs intermedidrios o que sugere que os
compostos analisados tem tanto distribuicdo sanguinea quanto tecidual. Entretanto, a TSC-06
demonstrou baixo volume de distribuicdo (Quadro 1). Os resultados da fragdo nao ligada do
farmaco apresentaram-se dentro das faixas de 0 a 0,164 e 0 a 0,301 para os derivados
tiossemicarbazonicos e tiazolicos, respectivamente, o que sugere uma boa disponibilidade de

interacao com os alvos (Junior, 2020) (Quadro 1).

Quadro 1 - Dados in silico de absor¢io, distribuigio da TSC-06; TZ-09 e TZ-10.

Parametros TSC-06 TZ-09 TZ-10 Referéncia
Absorc¢ao intestinal 87,195% 91,187% 93,343% >30%
(%)
Permeabilidade Caco2 1,553 0,987 1,09 >0,90

(log Papp em 10 ° cm/s)

VDSs (log L/kg) -0,027 0,213 0,34 <-0,15 baixo; > 0,45 alto

Fracdo nao ligada 0,025 0,244 0,169 -

Fonte:Dos autores, 2024.

A metabolizagdo da maioria dos farmacos ocorre através dos citocromos P450. Dessa
forma, ¢ importante avaliar a interagdo dos compostos com suas diferentes isoformas, onde
consideramos as principais CYP2D6 e CYP3A4 (Pires; Blundell; Ascher, 2015). A CYP2D6
¢ uma enzima envolvida no metabolismo de aproximadamente 20% dos farmacos
frequentemente usados e a CYP3A4 responsavel pela biotransformacdo de mais de 50% dos
medicamentos comercializados (Taylor et al. 2020; Carvalho; Lima; Mesquita, 2023).

O processo de inducdo e inibicdo de enzimas impacta no aumento ou diminuicao,
respectivamente, das concentragdes plasmaticas dos farmacos, influenciando no efeito
terapéutico e efeitos adversos. A indugdo promove o aumento da atividade enzimatica
reduzindo assim o seu tempo de meia vida ¢ promovendo uma rapida excre¢do, no caso da
inibicao ocorre uma reducao da atividade catalitica e, portanto um maior tempo de meia vida e
maior concentragdo plasmatica do farmaco o que pode ocasionar efeitos adversos (Barreiro;
Fraga, 2015). A tiossemicarbazona inibe as duas isoformas e os tiaz6is apenas a CYP3A4, o

que pode acarretar como mencionado anteriormente um aumento das concentragdes
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plasmaticas e maior tempo de meia vida, que, por sua vez pode permitir doses menores ¢

menos frequentes, possibilitando uma melhor adesdo do paciente (Pereira, 2007) (Quadro 2).

Quadro 2 - Dados in silico de inibi¢ao da TSC-06; TZ-09 e TZ-10.

Parametro TSC-06 TZ-09 TZ-10 Referéncia
Inibidor CYP2D6 sim nao nao sim/ndo
Inibidor CYP3A4 sim sim sim sim/ndo

Fonte:Dos autores, 2024.

No metabolismo foram considerados os possiveis produtos de biotransformacgao dos
compostos sintetizados, essas reagdes sao importantes para excrecdo dos farmacos e podem ser
divididas em fase 1 (oxidagdo, redu¢do e hidrolise) e fase 2 (conjugacao), gerando compostos
conhecidos como metabdlitos, que podem ser ativos ou inativos (Barreiro; Fraga, 2015;
Pereira, 2007). Para a metabolizacdo de fase 1, considerou-se as oxidacdes estaveis
(hidroxilagao, epoxidacao e oxidacao de heteroatomo). Além disso, também foram analisadas
reacdes de oxidacao instaveis (desalquilagdes, desalogenacdes, hidrolise e redugdo) (Barreiro;
Fraga, 2015).

Com relagao as oxidagdes estaveis, foi possivel evidenciar uma maior probabilidade de
hidroxilagdes aromaticas e epoxidagdes aromaticas. Entretanto, ndo se descartam as reagdes de
s-oxidacdo e n-oxidacao dos grupos tiocarbonila, amina e imina. J& com relagdo as reagoes de
oxidacdo instavel, hidrélise e reducao, observou-se uma baixa probabilidade de ocorrerem.

Foi entdo considerada a hidroxilacdo que ¢ a transformagdo metabolica mais comum
de fase 1 e tem como objetivo favorecer a excre¢do renal. Nesse processo também pode
ocorrer a bioativagdo ¢ a formagao de metabolitos ativos que podem ter maior afinidade com
o receptor (Barreiro; Fraga, 2015).

A plataforma online Xenosite forneceu os pontos de maior chance de biotransformagao
que so destacados com circulos de coloragdo mais intensa € os de menores chances de ocorrer
apresentam coloracdo mais clara (Dang et al., 2020). Os metabolitos hidroxilados foram
identificados como TSC-06-M1; TZ-09-M2 e TZ-10-M3 e testados nos estudos de ancoragem
molecular.

Figura 3 - Reagdes de oxidagdes estaveis da TSC-06; TZ-09; TZ-10, respectivamente.
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Fonte: Dos autores, 2024.

A depuragdo dos fadrmacos ocorre principalmente através de uma combinacdo de
depuracao hepatica e depuracdo renal e esta relacionada a biodisponibilidade do farmaco, onde
um alto valor de depuragdo total representa um rapido processo de excre¢do (Pires et al., 2015;
Moraes et al., 2018) (Quadro 3). Dessa forma, a excre¢do foi analisada através do Clearance
Total que ¢ a combinacao do clearance renal e do clearance hepatico e ¢ calculado através do
valor do log (mL/min/kg), sendo considerado a faixa de valor de -0,232 a 0,061 para
tiossemicarbazonas e -0,018 a 0,411 para tiazodis (Junior, 2020). Portanto, os compostos estudados
estdo dentro dos valores considerados como referéncia, representando assim um perfil adequado

de excregao.

Quadro 3 - Dados de excrecao e toxicidade in silico da TSC-06; TZ-09 e TZ-10.

Parametro TSC-06 TZ-09 TZ-10 Referéncia
Clearance Total -0,235 -0,057 -0,035 -
Hepatotoxicidade nao ndo ndo sim/néo

Fonte: Dos autores, 2024.
Outro parametro importante a ser mencionado ¢ a toxicidade dos compostos, pois, a
classe dos anti-inflamatérios ndo esteroidais apresenta maior probabilidade de causar

hepatotoxicidade. Nesse caso as moléculas se mostraram nao hepatotdxicas, uma vantagem
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frente a alguns inibidores das cicloxigenases como a Nimesulida e Diclofenaco que estao

associados ao surgimento de lesdes hepaticas (Costa, 2019) (Quadro 3).

3.5 Docking Molecular

A primeira etapa para a realizacdo dos estudos de Ancoragem Molecular foi o preparo
dos ligantes, para isso foi considerado o estado de protonacdo das moléculas e seu principal
metabolito de fase 1 no pH 7.4. Entretanto, os ligantes ndo apresentaram nenhuma forma
protonada, utilizando-se assim sua estrutura molecular ndo ionizada.

Apos isso, foi realizado o Redocking para validagdo do método e determinacao da
funcio de pontuagio com menor Desvio Médio Quadratico (RMSD) que deve ter valor < 2A.
Diante dos resultados apresentados no quadro 4 foi entdo empregado a fungdo de pontuagdo

ChemPLP para prever a afinidade de ligag@o do alvo e ligante.

Quadro 4 - RMSD obtidos para cada fun¢do de pontuacdo

COX-1: 401Z COX-2: 4M11
Funcio de RMSD Fitscore Funcio de RMSD Fitscore
pontuacio pontuacio
ChemASP 1.067 32.889 ChemASP 0.987 32.493
ChemPLP 0.3446 62.434 ChemPLP 0.302 65.783
ChemSCORE 1.283 29.623 ChemSCORE 1.147 33.135
GoldSCORE 1.032 56.768 GoldSCORE 1.376 61.969

Fonte: Dos autores, 2024.

Como observado no Quadro 5 abaixo, os resultados do Docking Molecular
evidenciaram maior afinidade da tiossemicarbazona e seu metabodlito para as duas isoformas
das cicloxigenases. Dessa forma, esse composto nao apresenta seletividade consideravel para
COX-2, diferente dos tiazdis que exibiram melhores Fitcores para esse alvo, sendo eles mais
seletivos para essa determinada isoforma. Com o objetivo de buscar possiveis prototipos a
farmacos COX-2 seletivos, visando os beneficios que essa classe possui, as andlises da

ancoragem molecular foram evidenciadas para os tiazdis.

Quadro 5 - Fitscore da TSC-06; TZ-09 e TZ-10 e seus metabolitos frente a COX-1 ¢ COX-2
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COX-1: 401Z COX-2: 4M11
Ligante Fitscore Ligante Fitscore
Meloxicam 62.434 Meloxicam 65.7833
TSC-06 57.9246 TSC-06 64.7391
TSC-06-M1 49.4395 TSC-06-M1 59.6390
TZ-09 41.1048 TZ-09 56.9033
TZ-09-M2 32.3965 TZ-09-M2 55.6160
TZ-10 34.6208 TZ-10 37.5641
TZ-10-M3 28.6457 TZ-10-M3 56.6994

Fonte: Dos autores, 2024.

A figura abaixo representa a interacdo entre o Meloxicam que foi considerado como
farmaco de referéncia e o alvo da COX-1 e COX-2, respectivamente, considerando os 4 principais
aminoacidos do sitio ativo da enzima, sendo eles o Arg-120, Tyr-355, Tyr-385 e Ser-530. No
complexo COX-1 com o meloxicam destaca-se o residuo Ser-530 responsavel por interagir
diretamente com o grupo 4-hidroxil da fracdo benzotiazina por meio de ligagdes de hidrogénio
(Xu et al., 2014). Os outros 3 aminodcidos atuam através de moléculas de aguas funcionais
formando ligagcdes de hidrogénio, ademais também foram visualizadas 11 ligagdes hidrofobicas
entre os aminoacidos Ile-345, Val-349, Leu-352, Trp-387, Phe-518, Met-522, Ile-523, Gly-526 ¢
Ala-527, Leu-531 e os grupamentos benzotiazina e metil-tiazol.

Com relacdo as interagcdes ocorridas no complexo da COX-2 com o medicamento de
referéncia utilizado ¢ possivel evidenciar determinadas semelhangas entre o complexo anterior
como a presenga da mesma interagao do Ser-530 além das ligacdes indiretas do farmaco com os
aminodcidos Arg-120, Tyr-355, Tyr-385. A principal diferenca entre as isoformas das
cicloxigenases ¢ referente ao acesso mais facilitado da COX-2 a um segundo bolso presente no
sitio de liga¢do das enzimas, justificando-se pela substitui¢do do residuo de aminoacido Ile-523
por Val-523, gerando assim um menor impedimento estérico e ocasionando mudangas

conformacionais na Tyr-355 (Figura 4).

Figura 4 - Complexo formado por COX-1 e COX-2 com Meloxicam.
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O composto com maior afinidade entre os tiazois tratou-se do TZ-09, sendo possivel
observar sua rede de interagdes com os alvos COX-1 e COX-2, respectivamente na figura 5.
Inicialmente, destaca-se a presenca de uma ligacdo de hidrogénio entre o residuo de
aminoacido Ser-530 e a imina do ligante, interacao também evidenciada no complexo formado
com o meloxicam. Além disso, denota outra interagdo do tipo pi-pi entre o residuo de
aminoacido Tyr-355 e o grupamento fenil do tiazol.

Portanto, as interagdes supramencionadas sao de importante destaque pela presenga
destes residuos de proteina no sitio ativo da enzima e de relevancia para o mecanismo de agao
do meloxicam. Ademais, também foram evidenciadas interagdes do tipo alquil, pi-alquil, pi pi,
pi-sigma e amida-pi entre os grupamentos brometos de arila, fenila e tiazol do ligante com os
aminoacidos Leu-93, Val-116, Leu-357, Leu-359, Leu-531, Ser-530, Val-349, Ala-527,
Gly-526, Leu-352, Met-522, Leu-348, Phe-518, Trp-387, Ile-523, totalizando 20 interagdes
hidrofobicas.

Por fim, apontam-se interacOes estéricas desfavoraveis entre o residuo de aminoacido
Ser-353 e a agua funcional (HOH1061) com os grupamentos brometo de arila e fenila,
impactando negativamente para estabilidade do complexo ligante-macromolécula e

justificando a menor interacao com o alvo quando comparado com o meloxicam.

Figura 5 - Complexo formado por COX-1 e COX-2 com TZ-09.
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Com relacdo as interacdes com a COX-2 e o TZ-09, percebe-se a manuten¢do de uma
ligagdo de hidrogénio entre o residuo de aminoacido Ser-530 e a imina do ligante,
diferenciando-se pelo acréscimo de uma interagdo do tipo amida-pi com o anel tiazol, ndo
evidenciada em COX-1. A interagdo entre o aminoacido Tyr-355 e o grupamento fenil foi
mantida, com adi¢do de uma nova interagdo do tipo pi-alquil com o brometo de arila. Além
disso, denota-se uma interacdo com a agua funcional (HOH784), responsavel pelas interagdes
com Tyr-355 e Arg-120. Unido a isso, observou-se uma nova interacdo entre o residuo de
aminoacido Arg-120 e o brometo de arila do ligante.

Ademais, ambos os aminodcidos comentados sdo parte integrante do sitio ativo da
enzima e considerados de importancia para o mecanismo de a¢do de protdtipos a fdrmacos.
Outras interagdes do tipo alquil, pi-alquil, pi-pi, pi-sigma e amida-pi entre os grupamentos
brometos de arila, fenila e tiazol do ligante com os aminoacidos Leu-93, Val-116, Leu-359,
Val-523, Leu-352, Trp-387, Gly-526, Phe-518, Ala-527, Val-349 também foram visualizadas,
totalizando 15 interagdes hidrofobicas. Por fim, as interagOes estéricas desfavoraveis entre os
residuos de aminoacido Ser-353 e Met-522 e os grupamentos brometo de arila e fenila
justificam a menor afinidade do composto quando comparado ao meloxicam.

Por fim, destaca-se que as hidroxilagcdes aromaticas apresentadas nos metabolitos da
grande maioria dos compostos sintetizados ocasionaram em uma redug¢do da afinidade frente a
ambas as isoformas da cicloxigenase. Com exce¢do do metabolito TZ-10-M3, que apresentou

maior fitscore para COX-2 quando comparado ao seu precursor TZ-10. No entanto, formacos
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com metabolitos ativos como produto da fase 1, indicam maiores chances de toxicidade

devido a possibilidade de acumulo da substancia até que ocorra a fase 2 (Uzai et al., 2022).

CONCLUSAO

Por fim, os resultados apresentados na espectroscopia na regiao do infravermelho e na
cromatografia em camada delgada (CCD) indicam a formac¢do dos compostos estudados,
entretanto, ressalta-se a importincia da aplicacdo de técnicas como a Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) para a validagdo da caracterizagdo estrutural. A avaliacdio da
biodisponibilidade oral in silico demonstra que os compostos TSC-06 ¢ TZ-10 possuem bons
atributos para essa via de administragdo, ja o TZ-09 necessita de outras estratégias quimicas
que visem melhorar sua solubilidade ou veiculacdo por outras vias de administracdo. Com
relacdo aos dados de ADMET os compostos manifestam-se dentro dos paradmetros de
absorcdo e os tiazois indicam boa distribuicdo tecidual e sanguinea. A avaliacdo da
metabolizagdo evidenciou que a TSC-06 inibe as duas principais isoformas do citocromo P450
(CYP4D6 E CYP3A4) e os tiazois apenas a CYP3A4, além disso, os compostos apontam boa
excre¢do ¢ nao foram considerados hepatotoxicos. O estudo de Docking Molecular evidencia
um potencial anti-inflamatdrio para os protétipos a farmacos semelhante ao medicamento de
referéncia utilizado, destacando os melhores resultados tanto de seletividade quanto afinidade
para o TZ-09 e TZ-09-M2, sendo mais seletivo para COX-2 que o Meloxicam. Dessa forma, ¢
notavel que os tiazois podem ser considerados alternativas relevantes para o desenvolvimento
de novos farmacos, requerendo de pesquisas mais robustas para investigar de forma plena

suas propriedades.
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